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Bevezete´s
No¨ve´nyek, alga´k e´s sza´mos bakte´riumfaj fe´nyt haszna´l ke´miai energia elo˝a´ll´ıta´sa´ra, azaz
ke´pesek fotoszinte´zisre. A fotoszinte´zis komplex folyamata´t hagyoma´nyosan fe´ny- e´s so¨-
te´treakcio´kra osztja´k fel. A fe´ny elnyele´se´t az u´n. antennarendszerben e´s az energiaa´tada´si
folyamatait, valamint a fotoke´miai reakcio´centrumokban leja´tszo´do´ fe´nyinduka´lt elso˝dleges
to¨lte´ssze´tva´laszta´st redox va´ltoza´sok e´s ku¨lo¨nbo¨zo˝ ion mozga´sok ko¨vetnek az u´gynevezett
elektrontranszportla´nc mente´n. A molekula´ris oxige´ntermele´st (cianobakte´riumokban, al-
ga´kban e´s no¨ve´nyekben) a NADPH (reduka´lo´ ero˝t ke´pviselo˝ molekula) szinte´zise k´ıse´ri;
a folyamat sora´n ke´pzo˝do˝ transzmembra´n pH- e´s elektromos-gra´diensbo˝l a´llo´ elektroke´-
miai potencia´lgra´diens az energiahordozo´ molekula (ATP) szinte´zise´hez haszna´lo´dik fel. A
so¨te´treakcio´kban, a NADPH e´s ATP felhaszna´lo´dik a CO2 ’fixa´cio´ja’ ko¨zben, azaz a cu-
kor szinte´zisekor. Ezek a folyamatok, valamint az ezeket ko¨veto˝ metabolikus folyamatok
to¨bbszintu˝ szaba´lyozo´ mechanizmusok re´ve´n szoros o¨sszeko¨ttete´sben a´llnak egyma´ssal.
Az oxige´nt termelo˝ fotoszintetikus szervezetekben a fe´nyreakcio´k a tilakoidmembra´nban
ja´tszo´dnak le; ezek a membra´nok tartalmazza´k vagy ’horgonyozza´k le’ a fotoszintetikus
pigment-fehe´rje komplexeket e´s szinte minden ma´s alkoto´re´sze´t az energiaa´talak´ıto´ appa-
ra´tusnak. A csala´donke´nt kicsit ku¨lo¨nbo¨zo˝ tilakoidmembra´n multilamella´ris rendszerekbe
szervezo˝dik, ezzel biztos´ıtva az optima´lis fe´nybegyu˝jte´st. A tilakoidmembra´nok szerkezete
e´s o¨sszete´tele ku¨lo¨nbo¨zo˝ ko¨rnyezeti ko¨ru¨lme´nyek ko¨zo¨tt azonos e´lo˝le´nyben is ku¨lo¨nbo¨zo˝
lehet. A nagy szerkezeti va´ltozatossa´g e´s flexibilita´s azt sugallja, hogy a ro¨vid e´s hosszu´
lefuta´su´ szaba´lyozo´ mechanizmusokban a szerkezeti flexibilita´snak jelento˝s szerepe van.
Az elmu´lt e´vtizedekben ismereteink a kulcsfontossa´gu´ fotoszintetikus fehe´rje komple-
xek szerkezete´ro˝l e´s elso˝dleges funkcio´ja´ro´l, valamint a fe´nyenergia-konverta´la´s molekula´-
ris e´s fizikai mechanizmusairo´l nagyme´rte´kben fejlo˝dtek. Ugyanakkor sokkal kevesebbet
tudunk a teljes energiakonverta´lo´ rendszer o¨nszervezo˝de´se´ro˝l, szerkezete´ro˝l e´s azokro´l a
mechanizmusokro´l, amelyek felelo˝sek a szerkezet e´s funkcio´ finomhangola´sa´e´rt ku¨lo¨nbo¨zo˝
szervezetekben e´s sze´les tartoma´nyban va´ltozo´ ko¨rnyezeti ko¨ru¨lme´nyek ko¨zo¨tt. A tilakoid-
membra´n szerkezeti flexibilita´sa kulcsfontossa´gu´ szerepet to¨lt be a ku¨lo¨nfe´le fotoszinteti-
kus adapta´cio´s mechanizmusokban. Eze´rt ku¨lo¨no¨sen nagy fontossa´got tulajdon´ıtottunk a
tilakoidmembra´n-rendszer ultrastruktu´ra´ja´nak e´s dinamikai tulajdonsa´gainak vizsga´lata´ra.
PhD dolgozatom eredme´nyeit elso˝sorban SANS mo´dszerrel e´rtem el. A SANS egy roncso-
la´smentes mo´dszer, mely egyedi e´s pontos szerkezeti informa´cio´t szolga´ltat a membra´nrend-
szerro˝l fiziolo´giailag releva´ns ko¨ru¨lme´nyek ko¨zo¨tt, fixa´la´s vagy feste´s ne´lku¨l, e´s megfelelo˝
technika ultrastruktura´lis va´ltoza´sok kinetikai me´re´se´hez is.
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Elo˝zme´nyek e´s ce´lkitu˝ze´sek
1/ A kora´bbi SANS vizsga´latok informa´cio´t szolga´ltattak a magasabbrendu˝ no¨ve´nyek e´s
e´lo˝ egysejtu˝ek tilakoidmembra´nja´nak periodikus szerkezete´ro˝l e´s a szerkezeti flexibilita´sa´-
ro´l fiziolo´gia´s vagy fiziolo´giailag releva´ns ko¨ru¨lme´nyek ko¨zo¨tt1,2. PhD munka´m a´ltala´nos
ce´ljai ko¨zu¨l az egyik az volt, hogy ezeket a vizsga´latokat kiterjesszem magasabbrendu˝ no¨-
ve´nyek intakt leveleire e´s a modell organizmus Chlamydomonas zo¨ld alga´ra in vivo. Ezen
belu¨l fontos ce´l volt a tilakoidmembra´n statikus szerkezeti parame´tereinek e´s a szerkezeti
flexibilita´sa´nak o¨sszehasonl´ıta´sa in situ (leve´lben) e´s izola´lt a´llapotban ku¨lo¨nbo¨zo˝ reakcio´-
me´diumokban.
2/ Tova´bbi ce´lom volt a felte´telezett ultrastruktura´lis va´ltoza´sok nyomon ko¨vete´se
SANS-szal, e´s annak az alapke´rde´snek a megva´laszola´sa, hogy vajon van-e e´s ha igen,
akkor milyen me´rte´ku˝ ku¨lo¨nbse´g a membra´n ultrastruktu´ra´k ko¨zo¨tt ku¨lo¨nbo¨zo˝ e´lettani ko¨-
ru¨lme´nyek ko¨zo¨tt: ku¨lo¨nbo¨zo˝ ozmotikus nyoma´sok mellett e´s ku¨lo¨nbo¨zo˝ ho˝me´rse´kleteken,
valamint a tilakoidmembra´nhoz kapcsolt Cl− csatorna´k e´s foszfa´t transzporterek hia´nya´-
ban.
3/ Levelekben le´vo˝ tilakoidmembra´n ultrastruktura´lis va´ltoza´sa´nak ido˝beli ko¨vete´se is
fontos feladat, mert sza´mos szaba´lyozo´ mechanizmus nem figyelheto˝ meg izola´lt tilakoid-
membra´nokon A felte´telezett fe´nyinduka´lt tilakoidmembra´n a´trendezo˝de´sek vizsga´lata´hoz
me´re´seket ve´geztem intakt leveleken. Ku¨lo¨no¨sen e´rdekes ce´lke´nt jelo¨ltu¨k meg annak tanul-
ma´nyoza´sa´t, hogy k´ıse´rik-e fe´nyinduka´lt membra´na´trendezo˝de´sek a klorofill-a elso˝ szinglet
gerjesztett a´llapota´nak nemfotoke´miai kiolta´sa´t, az NPQ-t. Az NPQ egy molekula´ris me-
chanizmus, amely ve´di a fotoszintetikus appara´tust az elnyelt to¨bblet fe´nyenergia ka´ros´ıto´
hata´sa´val szemben. Mivel qE (az NPQ leggyorsabban kialakulo´ e´s relaxa´lo´ komponense zo¨ld
no¨ve´nyekben) a tilakoidmembra´n belso˝ vizes fa´zisa´nak savasoda´sa´to´l fu¨gg, indokoltnak tu˝nt
tanulma´nyozni, mint egy in vitro modellt, az alacsony pH hata´sa´t izola´lt tilakoidmembra´n-
rendszeren.
4/ A kina´z- e´s foszfata´z-fu¨ggo˝ kromatikus adapta´cio´s mechanizmus (az u´gynevezett state
tranz´ıcio´) ultrastruktura´lis alapja´nak e´rtelmeze´se´hez, vad t´ıpusu´ e´s kina´z muta´ns zo¨ld al-
ga´kon (Chlamydomonas reinhardtii) ve´geztem me´re´seket.
1 Sadler e´s mtsai., J. Mol. Biol. vol. 159, p 485–499, 1982.
2 Nagy e´s mtsai., Biochem. J. vol. 436, p 225–230, 2011.
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Alkalmazott mo´dszerek
Minta elo˝ke´sz´ıte´sek sora´n, amennyire lehetse´ges, megpro´ba´ltuk megtartani a minta intakt
szerkezete´t. Intakt no¨ve´nyek leveleit, valamint leva´gott, nehe´zv´ızben a´ztatott vagy infiltra´lt
leveleket vagy leve´l-szegmenteket e´s ege´sz alga sejteket vizsga´ltunk SANS seg´ıtse´ge´vel.
A ku¨lo¨nbo¨zo˝ sejtalkoto´k szo´ra´sa´nak kiku¨szo¨bo¨le´se e´s a ha´tte´r cso¨kkente´se ce´lja´bo´l izola´lt
tilakoidmembra´nokat is me´rtu¨nk. Izola´lt tilakoidmembra´nok e´s egyes algafajok me´re´sekor
ku¨lso˝ ma´gneses mezo˝t haszna´ltunk, hogy mine´l to¨bb membra´n keru¨ljo¨n Bragg helyzetbe e´s
ezzel jav´ıtsuk a SANS me´re´s jel/zaj ara´nya´t.
Me´re´seimet ku¨lo¨nbo¨zo˝ kisszo¨gu˝ neutronszo´ra´s vizsga´lo´ berendeze´sen ve´geztem (BNC-
Budapest, ILL-Grenoble, JCNS-Garching, PSI-Villigen), melyekne´l ku¨lo¨nbo¨zo˝ volt a ne-
utronintenzita´s, ami az ido˝felbonta´sos me´re´sekne´l ku¨lo¨no¨sen fontos volt. Kolle´ga´im e´s
egyu¨ttmu˝ko¨do˝ partnereink kiege´sz´ıto˝ me´re´seket ve´geztek 77K fluoreszcencia e´s cirkula´ris
dikroizmus spektroszko´pia´val, klorofill-a fluoreszcencia tranzienssel, elektronmikroszko´pia´-
val, pigment e´s fehe´rje anal´ızissel, gyakran a helysz´ınen, pa´rhuzamosan a SANS me´re´sekkel.
Ezekkel a kiege´sz´ıto˝ me´re´sekkel a fotoszintetikus szervezetek e´s a tilakoidmembra´nok o¨ssze-
te´tele´ro˝l e´s funkcio´ja´ro´l teljesebb ke´pet kaptunk.
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Te´zisek
1. Megmutattam, hogy az izola´lt tilakoidmembra´nro´l sza´rmazo´ SANS go¨rbe´n le´vo˝ Bragg
csu´cs eredete 0,02 A˚−1 ko¨ru¨li tartoma´nyban a gra´num tilakoid, nem a sztro´ma tilakoid,
mint ahogyan kora´bban felte´telezte´k. Megmutattam azt is, hogy a sze´les ko¨rben alkal-
mazott izola´lo´ mo´dszer, amiben ozmotikumke´nt szorbitolt haszna´lnak, megva´ltoztatja
a tilakoidmembra´n nat´ıv szerkezete´t; a szorbitol helyett ozmotikumke´nt haszna´lt NaCl
sokkal jobban mego˝rzi az eredeti szerkezetet. Bizony´ıtottam azt is, hogy a fo˝ diffrakcio´s
csu´cs a gra´numtilakoidokro´l sza´rmazik leve´l esete´ben is [P1,P2].
2. Ko¨zvetlen k´ıse´rleti bizony´ıte´kot tala´ltam arra, hogy a gluteraldehid [P1] e´s a mannitol,
melyek sze´les ko¨rben haszna´latosak az elektronmikroszko´pos prepara´cio´s technika´kna´l,
szignifika´ns hata´ssal vannak a tilakoidmembra´n ultrastruktu´ra´ja´ra: az elso˝dleges fixa´lo´
anyag, a gluta´raldehid cso¨kkenti a tilakoidmembra´nok isme´tlo˝de´si ta´volsa´ga´t; hasonlo´
hata´sa van a magas nyoma´su´ fagyaszta´sna´l haszna´lt ve´do˝anyagnak, a mannitolnak is.
3. O¨sszefu¨gge´st tala´ltam az ozmotikus nyoma´s (szorbitol) induka´lta hata´sa´ra beko¨vetkezo˝
reverzibilis lamella´ris isme´tlo˝de´si ta´volsa´gok ko¨zo¨tt Phaeodactilum tricornutum [P3]
e´s Chlamydomonas reinhardtii [P4] alga´kon, amellyel igazoltam, hogy a Bragg csu´cs
e´s a nagyobb q tartoma´nyba eso˝ csu´cs (0,06-0,08 A˚−1) va´ltoza´sai a membra´nok ko¨-
zo¨tti ta´volsa´gra jellemzo˝ e´rte´k. Megmutattam, hogy a Phaeodactylum tricornutum
tilakoidmembra´n-rendszere´ben me´rse´kelt meleg´ıte´s o¨sszenyomo´da´shoz vezet [P3].
4. A pht4; 1 − 3 (szervetlen foszfa´t transzporter) [P6] e´s a vccn1 − 1 (Cl− csatorna) [P7]
muta´ns e´s a megfelelo˝ vad t´ıpusu´ Arabidopsis muta´nsaik levele´ben tala´lhato´ tilakoid-
membra´nok ultrastruktu´ra´ja´t SANS-szal tanulma´nyozva megmutattam, hogy a muta´n-
sok gra´num tilakoidmembra´nja megtartja a szaba´lyos periodikus fele´p´ıte´se´t, de szoro-
sabb pakola´su´ak e´s/vagy keskenyebb a lumenju¨k a vad t´ıpusu´ake´hoz ke´pest.
5. Nagyme´rte´kben reverzibilis fe´nyinduka´lt va´ltoza´sokat tala´ltam intakt levelek
tilakoidmembra´n-rendszere´ben. Mega´llap´ıtottam azt is, hogy a NaCl-dal izola´lt tilako-
idmembra´nok fe´nyinduka´lt va´ltoza´sai jobban hasonl´ıtanak a leveleken tapasztalt fe´ny-
induka´lt va´ltoza´sokhoz, mint a szorbitollal izola´lt tilakoidmembra´noke´ [P1,P2,P5].
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6. A nagy multilamella´ris gra´nummal e´s intenz´ıv NPQ-val rendelkezo˝ Monstera deliciosa
leve´lre´szeken to¨rte´nt fe´nyinduka´lt reverzibilis SANS va´ltoza´sok me´re´se´vel szoros o¨ssze-
fu¨gge´st mutattam ki az ultrastruktura´lis va´ltoza´sok e´s a ∆pH fu¨ggo˝ nem-fotoke´miai
kiolta´s ko¨zo¨tt. Ezek a minta´k ero˝s fe´nyinduka´lt Bragg csu´cs intenzita´s cso¨kkene´st mu-
tattak, amely a fe´ny kikapcsola´sa uta´n reverzibilisnek bizonyult [M1]. Ma´gnesesen rende-
zett izola´lt no¨ve´nyi tilakoidmembra´nok 2D SANS profilja´nak pH fu¨gge´se´nek vizsga´lata
sora´n azt tapasztaltam, hogy alacsonyabb pH hata´sa´ra a tilakoidmembra´nok periodikus
rendezo˝de´se cso¨kken, ami a Bragg csu´cs kisze´lesede´se´ben e´s elkeno˝de´se´ben nyilva´nult
meg; ez a megno¨vekedett mozaicita´s annak a jele, hogy a membra´nok vesz´ıtenek rende-
zettse´gu¨kbo˝l, valo´sz´ınu˝leg behulla´mosodnak e´s/vagy meghajlanak [M2].
7. Vad t´ıpusu´ e´s muta´ns Chlamydomonas reinhardtii sejteken megmutattam, elso˝ alka-
lommal in vivo, hogy a state tranz´ıcio´ mo´dos´ıtja a kloroplasztisz tilakoidmembra´njainak
ultrastruktura´ja´t: befolya´solja a membra´nok o¨sszetapada´sa´t e´s periodicita´sa´t [P4].
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Ko¨vetkeztete´sek e´s nyitott ke´rde´sek
PhD munka´m ko¨zponti technika´ja a kisszo¨gu˝ neutronszo´ra´s (SANS). Kihaszna´lva azt, hogy
a SANS egy nemroncsolo´ k´ıse´rleti technika, amellyel statisztikailag e´s te´rben a´tlagolt szer-
kezeti informa´cio´t kapunk, meghata´roztam magasabbrendu˝ no¨ve´nyekbo˝l izola´lt tilakoid-
membra´nok jellemzo˝ isme´tlo˝de´si ta´volsa´ga´t ku¨lo¨nbo¨zo˝ fizikai-ke´miai ko¨ru¨lme´nyek ko¨zo¨tt
e´s o¨sszevetettem o˝ket a nat´ıv a´llapotukkal, vad t´ıpusu´ e´s muta´ns cianobakte´riumokban e´s
alga sejtekben, valamint ku¨lo¨nbo¨zo˝ vad t´ıpusu´ e´s muta´ns levelekben. Ezekkel az eredme´-
nyekkel sikeresen kiterjesztettem a SANS haszna´lata´t a modell organizmus zo¨ld alga´ra,
intakt levelekre e´s meghata´roztam a szo´ra´si profilok karakterisztikus csu´csait.
Izola´lt tilakoidmembra´nokat vizsga´lva arra a ko¨vetkeztete´sre jutottam, hogy tilakoid-
membra´nok izola´la´sa´ra leggyakrabban haszna´lt mo´dszer, valamint az elektronmikroszko´-
pia´s minta´k hagyoma´nyos, gluta´raldehides fixa´la´sa e´s a magas nyoma´su´ fagyaszta´s tech-
nika´ja sora´n alkalmazott mannitolos kezele´s jelento˝sen megva´ltoztatja a tilakoidmembra´n-
rendszer nat´ıv szerkezete´t. Ba´r ezek az adatok magyara´zatot nyu´jtanak a SANS e´s az EM
me´re´sbo˝l kapott RD e´rte´kek ko¨zo¨tti ku¨lo¨nbse´gekre, tova´bbi re´szletes vizsga´latok ne´lku¨l
nem lehet kiza´rni, hogy a SANS me´re´sek is valamelyest torz´ıtja´k az e´rte´keket (pl. a jel
ero˝sse´ge´nek felte´telezett v´ızre´teg-vastagsa´gto´l fu¨gge´se re´ve´n).
A membra´nrendszer pontosabb le´ıra´sa´hoz fontos lenne, hogy beazonos´ıtsuk a nagy mo-
mentumtranszferne´l le´vo˝ csu´csnak a pontos eredete´t. Ennek seg´ıtse´ge´vel ke´pesek leszu¨nk
informa´cio´t kapni az intertilakoida´lis e´s belso˝ vizes (lumen) fa´zis nagysa´ga´ro´l ill. viselkede´-
se´ro˝l ku¨lo¨nbo¨zo˝ fiziko-ke´miai ko¨rnyezetben e´s a fotoszinte´zis mu˝ko¨de´se ko¨zben ku¨lo¨nbo¨zo˝
e´lettani ko¨ru¨lme´nyek ko¨zo¨tt.
E´lo˝ zo¨ld alga´n e´s magasabbrendu˝ no¨ve´nyek levelein ve´gzett SANS me´re´sek szerepet ja´t-
szottak a tilakoidmembra´n-rendszer a´tszervezo˝de´se e´s a fontos szaba´lyozo´ mechanizmusok
o¨sszefu¨gge´se´nek felismere´se´ben.
Elso˝ alkalommal sikeru¨lt kimutatnunk, hogy a Monstera leveleiben perces ido˝ska´la´n le-
zajlo´ NPQ kapcsolatban van a reverzibilis ultrastruktura´lis va´ltoza´sokkal. Tova´bbi me´re´sek
folyamatban vannak annak tiszta´za´sa´ra, hogy hasonlo´ a´tszervezo˝de´sek jelen vannak-e ma´s
vaszkula´ris no¨ve´nyekben, valamint v´ızino¨ve´nyekben e´s alga´kban.
Chlamydomonas sejtekben karakterisztikus membra´na´trendezo˝de´seket tala´ltunk, ame-
lyek a state tranz´ıcio´ u´jszeru˝ modellje´nek megalkota´sa´hoz vezettek a zo¨ld alga´kban. E´rdek-
lo˝de´sre tart sza´mot kina´z e´s foszfata´z Arabidopsis muta´nsok SANS vizsga´lata is – tiszta´-
zando´, hogy milyen kapcsolat van a state tranz´ıcio´ e´s az ultrastruktura´lis va´ltoza´sok ko¨zo¨tt
magasabbrendu˝ no¨ve´nyek leveleiben. Ezek nem csak e´lettani szerepu¨k miatt fontosak, ha-
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nem aze´rt is, mert SANS me´re´seink fontos ku¨lo¨nbse´get tala´ltak alga´k e´s magasabbrendu˝
no¨ve´nyek fe´nyinduka´lt va´ltoza´sai ko¨zo¨tt – ezek a megfigyele´sek me´g magyara´zatra va´rnak.
To¨bb ma´s fontos ke´rde´s e´s ellentmonda´s is tiszta´za´sra va´r. Pe´lda´ul meg kell tala´lni,
hogyan lehet o¨sszeegyeztetni azt ke´t megfigyele´st, mely szerint egyre´szt megvila´g´ıta´s hata´-
sa´ra a SANS-al me´rt isme´tlo˝de´si ta´volsa´g cso¨kken, ma´sre´szt irodalmi elektronmikroszko´pia´s
anal´ızis azt mutatja, hogy a tilakoid lumen sze´lesse´ge fe´nyben megno˝3.
A fe´nyinduka´lt membra´n-a´trendezo˝de´sek tova´bbi jellemzo˝inek e´s/vagy ko¨vetkezme´nye-
inek felta´ra´sa e´rdeke´ben e´rdekesnek tu˝nnek a SANS-al pa´rhuzamosan ve´gezheto˝ egye´b
me´re´sek. Nemre´giben Stingaciu e´s mtsai. (2015)4 o¨sszefu¨gge´st tala´ltak a fe´nyinduka´lt RD
va´ltoza´s e´s a belso˝ membra´ndinamika (a membra´nok spin-echoval me´rt rugalmassa´ga) ko¨-
zo¨tt. Chukhutsina e´s mtsai. (2015)5 megfigyelte´k, hogy megvila´g´ıta´s hata´sa´ra a PSI-ro˝l
fikobiliszo´ma´k (energetikailag) lecsatolo´dnak, ami minden valo´sz´ınu˝se´g szerint magyara´zza
a SANS re´ve´n detekta´lt RD va´ltoza´sokat. A´ltala´ban elmondhato´, hogy a neutronszo´ra´si
technika´kro´l bebizonyosodott, hogy hasznos eszko¨z a tilakoidmembra´n statikus e´s dinami-
kus tulajdonsa´gainak meghata´roza´sa´hoz in vivo. SANS e´s ma´s neutronszo´ra´si technika´k,
kombina´lva a szerkezeti e´s funkciona´lis jellemzo˝k meghata´roza´sa´ra alkalmas ma´s mo´dsze-
rekkel, jelento˝sen hozza´ja´rulhatnak o¨nszervezo˝do˝ mezoszko´pikus fotoszintetikus szerkeze-
tek struktu´ra´ja´nak e´s szerkezeti e´s funkciona´lis flexibilita´sa´nak mege´rte´se´hez e´s e´lettani
szerepu¨k tiszta´za´sa´hoz fontos regula´cio´s folyamatokban.
3 Kirchhoff e´s mtsai, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. vol. 108, p. 20248–20253, 2011.
4 Stingaciu e´s mtsai, Sci. Rep. vol. 6, 2016.
5 Chukhutsina e´s mtsai, Sci. Rep. vol. 5, p 141–193, 2015.
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